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SYNOPSIS	 
Haemophilus influenzae adhesin (Hia) belongs to the trimeric autotransporter family and consists of a passenger 
domain and a transmembrane domain (HiaT). HiaT forms a 12-stranded transmembrane b-barrel. This protein has a 
unique arginine residue at 1077. Arg1077 side chains from three subunits protrude toward the center of the barrel 
and close to each other. The arrangement seems to be unfavorable for trimer assembly because of repulsion 
between the positive charges. To investigate the role of this residue on trimer assembly, we prepared two mutants, 
R1077M and R1077K, in which arginine at 1077 was replaced with methionine and lysine, respectively. The proteins 
were expressed using an expression system developed in this study and purified for assembly experiments. Assembly 
experiments indicate that the neutralization of R1077 positive charge accelerated the rate of assembly but 
decreased the amount of the correctly assembled trimer. The result suggests that the repulsion between unique 
arginine residues is important for preventing HiaT from misassembly.	 
 































































































白質の OmpA で外膜発現時の約 20 倍の蛋白質が得ら
れている 4。本研究では、強力な T7 プロモーターを
有する pET-3c ベクターを用いて、シグナル配列を含

















































のバレル中心の α ヘリックスを残基番号 1022 番ま
で短くしたもの(mHiaT)も、HiaT と同様に SDS 電気
泳動条件下で三量体構造を保ち、三量体に相当する
分子量の位置にバンドが検出される(図 3)。膜貫通
ドメイン再構成実験では、HiaT と mHiaT の 2 種類の
蛋白質を使用した。	 
	 
精製後の HiaT	 (残基番号 998-1098)と mHiaT	 (残
基番号 1022-1098)は三量体を形成しており、リアセ
ンブリ反応を行うには単量体に解離させる必要があ





































しかしながら、R1077M の三量体形成割合は WT より
大きく減少していた。また、R1077M の三量体形成反




次に、リアセンブリした WT と R1077M の二次構造
を調べるために CD スペクトル測定を行った(図 5)。
その結果、WT のリアセンブリ溶液の CD スペクトル
は、天然状態の WT のスペクトルとほぼ重なった。し
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図5再構成mHiaT WT/R1077MのCDスペクトル
天然状態 
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